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摘要：目的 基于免疫组库测序筛选发热伴血小板减少综合征病毒（severe fever with thrombocytopenia syndrome virus，
SFTSV）糖蛋白Gn单克隆抗体，并鉴定其生物学特性。方法 以纯化的 SFTSV⁃Gn作为诱饵，从免疫的雌性BALB／c
小鼠B细胞库中钓取病毒特异性B细胞，利用 10 ×免疫组库测序方法，结合生物信息学分析，挑选具有潜在结合活性

的抗体序列，构建至真核表达载体 pcDNA3.4，进行单克隆抗体的表达及纯化，并鉴定其生物学活性。结果 从捕获的

3 544个B细胞中挑选出 14株抗体，功能验证显示 12株抗体能结合 SFTSV⁃Gn糖蛋白，而其中C9和 9／10抗体结合力

较高；Western blot、间接免疫荧光试验（immunofluorescence assay，IFA）和流式细胞术证明该抗体能够特异性识别

SFTSV，有效浓度低至 2 μg／mL。结论 成功获得了针对 SFTSV⁃Gn糖蛋白的单克隆抗体，为 SFTSV快速诊断试剂的

开发奠定了基础。
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Abstract: Objective To obtain monoclonal antibodies against the glycoprotein Gn of severe fever with thrombocytopenia
syndrome virus (SFTSV) based on immune repertoire sequencing and identify the biological characteristics. Methods Using
purified SFTSV⁃Gn as bait, virus⁃specific B cells were captured from B cell library of immunized female BALB/c mice. Based
on 10 × immune repertoire sequencing and bioinformatics analysis, the antibody sequences with potential binding activity
were selected and constructed into eukaryotic expression vector pcDNA3.4. The monoclonal antibodies were expressed and
purified, and identified for the biological activity. Results Fourteen antibodies were selected from 3 544 captured B cells,
and the functional verification showed that 12 antibodies could bind to SFTSV⁃Gn glycoprotein, among which C9 and 9/10
antibodies had higher binding ability. Western blot, indirect immunofluorescence assay (IFA) and flow cytometry proved that
they specifically recognized SFTSV, and the effective concentration was as low as 2 μg/mL. Conclusion The monoclonal
antibodies against SFTSV⁃Gn glycoprotein were successfully obtained, which lays a foundation for the development of rapid
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diagnostic reagents for SFTSV.
Keywords: Severe fever with thrombocytopenia syndrome virus (SFTSV); Virus⁃specific B cells; Monoclonal antibodies; Gn
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发热伴血小板减少综合征（severe fever with throm⁃
bocytopenia syndrome，SFTS）是一种新发蜱媒传染病，

2009年首次在中国河南省等地区被发现［1⁃2］，其病原

体是发热伴血小板减少综合征病毒（severe fever with
thrombocytopenia syndrome virus，SFTSV）。SFTSV属

于布尼亚病毒目（Bunyavirales），白纤病毒科（Picorna ⁃
viridae），班达病毒属（Bandavirus），大别班达病毒

（Dabiebandavirus）［3］。
SFTS以临床出现高热、胃肠道不适、血小板减

少、白细胞降低等症状为特征［4⁃5］。该病起病急骤，

部分患者从出现症状到昏迷或死亡，平均仅需 9 d，
若治疗过程中合并真菌感染，则可显著增加疾病严

重程度［6］。据文献报道，2010 — 2018年，中国共确

诊 7 721例 SFTS，不同流行地区之间死亡率存在差

异，平均死亡率为10. 5%［7］。自发现以来，报道SFTSV
感染的地域不断扩大，目前中国已有25省份报道［8⁃9］，
2012年后，日本、韩国、美国、越南和中国台湾也不断

有SFTS报道［10⁃15］。SFTSV感染宿主谱亦不断扩大，可

感染常见宠物，现已从犬、猫等分离获得［16⁃17］，日本

还在动物园圈养的猎豹分离获得［18］。因此，SFTS危
害日益严重。

SFTSV基因组包括 3个基因片段：大片段（L）、中

片段（M）和小片段（S）［19］。其中M基因编码病毒糖

蛋白前体，被酶切成N端的糖蛋白（Gn）和C 端的糖

蛋白（Gc），可诱导产生中和抗体［8，20］，在抗 SFTS感染

过程中发挥重要作用。本研究以纯化的 SFTSV⁃Gn
糖蛋白为诱饵［21］，制备 SFTSV免疫的小鼠脾脏淋巴

细胞，分选病毒特异性B细胞［22］，进行单细胞高通量

测序，获得转录组和免疫组库，挑选具有潜在活性的

抗体进行克隆、表达及纯化，验证生物学活性，获得

具有结合活性的抗体，为临床 SFTS快速诊断技术的

研发奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 细胞、病毒、质粒及菌株 人胚胎肾细胞HEK293T
和HEK293F、人单核细胞白血病（THP⁃1）细胞、Vero细
胞、SFTSV毒株（SDTA⁃1，GenBank：KX641909）均由

山东省高等学校新发传染病病因流行病学重点实验

室保存；表达载体 pcDNA3.4购自南京金斯瑞生物科

技有限公司；大肠埃希菌DH5α购自日本TaKaRa公司。

1. 2 实验动物 SPF级雌性BALB／c小鼠，12只，6 ~
8周龄，体质量 16 ~ 24 g，购自济南朋悦实验动物有

限责任公司，动物许可证号：SCXK（鲁）20220006。本

实验均以科研为目的进行动物的养殖和使用，且按

照实验动物伦理相关规定进行（W2023083000294）。

1. 3 主要试剂及仪器 DMEM培养基（货号：C1199⁃
5500BT）、胎牛血清（FBS，货号：10437⁃028）购自美国

Gibco公司；青链霉素双抗（货号：P1400）、DMSO（货

号：D8371）、红细胞裂解液（货号：R1010）、10 × PBS
（货号：G4207）、FITC标记的羊抗鼠 IgG（货号：SF131）
购自北京索莱宝科技有限公司；聚乙烯亚胺（PEI，货
号：043896）购自美国Polysciences公司；HRP标记的

羊抗鼠 IgG（货号：DP110087）购自生工生物工程（上

海）股份有限公司；Alexa Fluor@ 700（货号：564997）
购自美国BD公司；鼠抗CD3⁃FITC、CD16⁃FITC、CD45⁃
PE、IgG⁃PecpCY5.5及抗His tag标签蛋白⁃APC标记

的单克隆抗体购自Biolegend（北京）生物科技有限公

司；QuickAntibody（货号：KX0210042）免疫佐剂购自

北京博奥龙免疫技术有限公司；反转录试剂（货号：

FSQ101）购自东洋纺（上海）生物科技有限公司；无

内毒素质粒提取试剂盒（货号：DP118⁃02）购自天根

生化科技（北京）有限公司；His亲和层析柱（货号：

29048586）购自美国Cytiva公司；Protein A 亲和层析

柱（货号：L00680）购自南京金斯瑞生物科技有限公

司；FACS AriaⅢ流式细胞仪购自美国BD公司；酶标

仪购自美国 BioTek公司；Agilent 2100 Bioanalyzer购
自美国Agilent公司。

1. 4 小鼠免疫及脾脏单细胞制备 将SFTSV（约105TCID50）
与佐剂按体积分数 1∶1混合［23］，经 BALB／c 小鼠

后肢小腿肌内进行免疫，100 μL／只，间隔 14 d进
行二次免疫；3 d后经小鼠尾端采血分离血清，检测

中和效价［24］。免疫合格小鼠经颈椎脱臼处死，酒精

浸泡 5 min；取脾脏浸泡在无血清RPMI1640培养基

中，研磨并经筛网涮洗过滤，400 × g离心 5 min；收
集细胞，加入红细胞裂解液，冰上裂解 15 min；分别

用 PBS和 RPMI1640培养基 400 × g离心 5 min；洗
涤细胞 2次，加入冻存液（FBS + 10% DMSO）冻存细

胞，备用。

1. 5 SFTSV特异性B细胞的流式分选 按照文献［25］
进行 SFTSV⁃Gn表达，由南京金斯瑞生物科技有限公

司合成质粒 pcDNA3.4⁃SFTSV⁃Gn，转化感受态大肠
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埃希菌DH5α，按照质粒提取试剂盒说明书提取目的

质粒，并送北京擎科生物科技股份有限公司测序。

用PEI将质粒转染至人胚胎肾细胞HEK293T，37 ℃，

5% CO2细胞培养箱培养 72 h；收集上清，用His亲和

层析柱纯化重组 SFTSV⁃Gn蛋白，经 10% SDS⁃PAGE
鉴定后，置-80 ℃保存备用。

取冻存小鼠脾细胞，经 2% FBS洗涤 2次，加入

SFTSV⁃Gn蛋白冰上孵育 30 min；按试剂说明书将鼠

抗 CD3⁃FITC、CD16⁃FITC、CD45⁃PE、IgG⁃PecpCY5.5
与抗His tag标签蛋白⁃APC按体积分数 1∶1混匀后，

加至细胞悬液中，避光染色 30 min；洗涤 2 次，加入

100 μL含Alexa Fluor@ 700（工作浓度：66. 7 ng／mL）
细胞活性染料的 PBS重悬细胞，避光冰上孵育 10 ~
15 min；重悬后分选出活SFTSV⁃Gn+CD45+CD3-CD16-B
淋巴细胞［26⁃28］。
1. 6 单细胞测序 将上述流式分选细胞液浓缩至上

样体积，由北京果壳生物科技有限公司完成文库构

建和数据分析，具体利用 10 × Single Cell 5'Reagent
Kit v3.1完成转录组和B淋巴细胞抗原受体组库（B⁃
cell receptor，BCR）的构建，经Agilent 2100 Bioanalyzer
检测合格后，利用 Illumina Novaseq 6000平台完成测

序，每个样本获得 80 Gb的测序转录组和 20 Gb BCR
免疫组库数据。对产生的数据运用软件 FastQC质

检、软件Cell Ranger分析后，获得抗体成对的重链和

轻链序列。

1. 7 抗SFTSV⁃Gn单克隆抗体质粒的挑选及构建 根

据文献报道的抗体挑选原则［26⁃27］，挑取克隆型丰富

或唯一分子标记（Unique Molecular Identifier，UMI）
序列数高的 14个抗体序列进行基因合成。挑选出

的抗体可变区基因由南京金斯瑞生物科技有限公司

合成后，连接至装有鼠源单克隆抗体重链和轻链恒

定区基因的 pcDNA3.4载体中，按照抗体挑选序列顺

序和方式，将抗体名命为C1、C3、C5、C7、C9、5／6、9／
10、13／14、19／20、23／24、27／28、35／36、39／40和
41／42，共14个抗体。

1. 8 抗体纯化及鉴定 将合成的抗体序列质粒按重

链∶轻链 = 1∶2的质量比转染至HEK293T或HEK⁃
293F细胞 72 h后，收集细胞上清，浓缩 10倍后进行

10% SDS⁃PAGE分析；将分离的蛋白转移至 PVDF，
用 5％脱脂奶 4 ℃封闭过夜；加入HRP标记的羊抗鼠

IgG（1∶2 000稀释），37 ℃孵育 1 h；PBST洗涤 5次，

ECL法曝光显影。利用Protein A亲和层析柱纯化［29］

鉴定正确的目的抗体，用于后续功能试验。

1. 9 抗体活性鉴定

1. 9. 1 抗体结合力试验 采用ELISA法。分别用Gn

蛋白（200 ng／孔）和SFTSV（约104TCID50）包被ELISA
板，加入样品后4 ℃过夜；经5%脱脂乳37 ℃封闭1 h；
PBST洗涤，将纯化的抗体按 50 μg／mL加至板中，

37 ℃孵育 30 min；PBST洗涤，加入HRP 标记的羊抗

鼠 IgG（1∶2 000稀释），37 ℃孵育 30 min；PBST洗

涤，加入 60 μL TMB显色液，37 ℃恒温培养箱静置

10 min；加入 60 μL终止液，BioTek酶标仪检测 A450。
试验重复2次，每次设复孔，最后以均值表示。

1. 9. 2 抗原性 将接种 SFTSV的 Vero细胞转印至

PVDF膜上，加入封闭液（5%脱脂乳），4 ℃过夜；用纯

化的抗体（50 μg／mL）作为一抗，HRP标记的山羊抗

鼠 IgG（1∶2 000稀释）作为二抗，对目的条带进行质

谱鉴定，具体操作步骤同1. 8项。

1. 9. 3 特异性 采用间接免疫荧光试验（immunofluo⁃
rescence assay，IFA）。将Vero细胞以1. 5 × 104个／孔

铺至 96孔板，次日按照MOI = 0. 1接种 SFTSV，更换

为1%维持液后，37 ℃，5% CO2细胞培养箱培养96 h；
加入预冷无水乙醇，4 ℃固定30 min；晾干，用3% BSA
稀释待测抗体至 10、2、0. 4 μg／mL，加至固定孔中，

37 ℃静置30 min；PBST洗涤，加入FITC标记的羊抗鼠

IgG（1∶150稀释），避光孵育 30 min；PBST洗涤 3次，

加入 60 μL DAPI染色，避光孵育 5 min；PBST洗涤 3
次，加入50 μL 20%甘油，荧光显微镜下避光观察。

1. 10 感染 SFTSV 细胞的检测 利用制备的抗体分

析 SFTSV感染的 THP⁃1细胞：将 THP⁃1细胞按 0. 1
和 1 MOI感染THP⁃1细胞后，37 ℃，5% CO2细胞培养

箱培养 96 h；预冷无水乙醇固定细胞，加入单克隆抗

体（50 μg／mL），4 ℃孵育 30 min；加入 FITC标记的

羊抗鼠 IgG（1∶100 稀释），4 ℃避光孵育 30 min；上
BD FACS AriaⅢ流式细胞仪检测细胞，经FlowJo⁃V10
软件分析结果。

1. 11 统计学分析 正态分布定量资料的两组比较采

用独立样本 t检验或使用One⁃way ANOVA test进行多

组间比较，偏态分布定量资料的组间比较采用Mann⁃
Whitney U秩和检验，以P < 0. 05（双侧检验）为检验水

准，多重比较时采用错误发现率（false discovery rate，
FDR）方法进行多重检验的校正。使用软件Graphpad
Prism 8.0进行统计分析作图。

2 结 果

2. 1 SFTSV 特异 B细胞分选及测序 BALB／c小鼠

经二次免疫后，IFA检测中和效价达 1∶640，无菌分

离小鼠脾脏淋巴细胞冻存备用。纯化的 SFTSV⁃Gn
蛋白经 10% SDS⁃PAGE分析，可见相对分子质量约
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55 000的目的蛋白条带，见图 1。从复苏小鼠脾脏淋

巴细胞中分选特异性 B细胞，分选策略见图 2，即圈

门出CD45阳性的单个淋巴活细胞后，排除CD3、CD14
和 CD16代表的 T细胞和单核细胞，分选 SFTSV⁃Gn+
的单核淋巴淋巴细胞。

M：蛋白质 marker；1 ~ 3：分别为2%、10%、30%咪唑洗脱。

图 1 纯化SFTSV⁃Gn蛋白的SDS⁃PAGE分析

Fig. 1 SDS⁃PAGE analysis of purified SFTSV⁃Gn protein

2. 2 单细胞数据及抗 SFTSV⁃Gn单克隆抗体质粒的

鉴定 单细胞转录组和 BCR测序下机数据经比对、

拼接和组装后，共获得 3 544个 B细胞，平均每个细

胞中的 reads数为 10 882个，其中具有完整抗体轻重

链的为 3 289个，根据克隆型丰度或UMI序列数，挑

选靠前的 14个抗体进行基因合成及质粒构建。抗

体质粒经 1%琼脂糖凝胶电泳分析，可见约 7 000 bp
的特异性条带，且以超螺旋构象为主，大小与预期

相符，见图 3；测序结果经序列比对，显示目的基因

片段与挑选的抗体基因序列一致。表明质粒构建

成功。

2. 3 表达的抗体的鉴定 鉴定正确的抗体基因转染

至HEK293T细胞72 h后，细胞上清经10% SDS⁃PAGE
及Western blot鉴定，均在相对分子质量约55 000处，

可见目的蛋白条带，表明目标抗体成功表达，见图 4；
经Protein A亲和层析后，可见单一对称峰，表明抗体

纯度可满足后续试验需求，见图5。
2. 4 抗体活性鉴定

2. 4. 1 结合力 挑选的 14株 SFTSV⁃Gn特异性抗体

经ELISA检测，3株为阳性（A450 > 0. 2），12株对Gn有
结合力，其中C9和 9／10对Gn的结合力（A450）分别为

3. 65和 2. 3，对 SFTSV的 A450为 0. 3和 0. 23，见表 1。
因此，后续选择C9和9／10进行进一步研究。

2. 4. 2 抗原性 Western blot分析显示，抗 SFTSV⁃Gn
单克隆抗体可与纯化的重组Gn蛋白和 SFTSV发生

特异性反应，前者在相对分子质量约 55 000处可见

特异性条带，大小与预期相符，见图 6A和图 6B，而
SFTSV在相对分子质量约 60 000、50 000和 35 000处
可见 3条主带，见图 6C和图 6D。进一步对相对分子

质量约 35 000处的主带切胶后质谱鉴定发现，抗体

识别区段为31 ~ 272位。见图7。
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CD45⁃PE CD3／14／16⁃FITC SFTSV⁃Gn APC
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⁃A

A：以FSC和 SSC圈出淋巴细胞亚群图；B：以FSC⁃H圈出单个淋巴细胞亚群图；C：以AF700圈出活淋巴细胞亚群图；D：以CD45圈出淋巴

细胞亚群图；E：去除CD3／14／16淋巴细胞亚群图；F：圈出SFTSV⁃Gn阳性淋巴细胞亚群图。

图 2 特异B细胞流式圈门策略

Fig. 2 Flow cytometry gating strategy for specific B cells
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M：DNA marker DL15000；1 ~ 6：分别为C1、C3、C5、C7、C9、5／6
抗体重链基因。

图 3 部分抗体基因重链鉴定电泳图

Fig. 3 Electrophoretic profile of partial antibody gene heavy
chain identification

M：蛋白质 marker；1 ~ 6：分别为C1、C3、C5、C7、C9、5／6抗体。

图 4 部分抗体蛋白的 SDS⁃PAGE（A）及Western blot（B）
鉴定

Fig. 4 Identification of partial antibody proteins by SDS ⁃
PAGE（A）and Western blot（B）

图 5 抗体的Protein A亲和层析纯化图谱

Fig. 5 Protein A affinity chromatography purification map
of antibodies

表1 挑选的抗体对SFTSV和Gn蛋白的结合力（A450）
Tab. 1 Binding ability of selected antibodies to SFTSV and Gn
protein（A450）
抗体

C1
C3
C5
C7
C9
5／6
9／10
13／14
19／20
23／24
27／28
35／36
39／40
41／42

SFTSV
0. 53
0. 23
0. 17
0. 18
0. 23
0. 14
0. 30
0. 15
0. 09
0. 08
0. 13
0. 15
0. 11
0. 15

Gn
0. 48
2. 30
0. 65
0. 85
2. 30
1. 80
3. 65
0. 85
0. 12
0. 13
0. 46
2. 40
0. 35
0. 32

A：SFTSV和Gn蛋白的SDS⁃PAGE鉴定；B：带有His标签的Gn蛋
白的Western blot鉴定；C：9／10抗体活性的Western blot鉴定；D：C9抗
体活性的Western blot鉴定；M：蛋白质marker；1：SFTSV；2：含有His
标签的Gn蛋白。

注：图中红色方框代表切胶质谱鉴定位置。

图6 2株抗体识别SFTSV活性位点的鉴定

Fig. 6 Identification of SFTSV active sites recognized by
two antibodies
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注：图中红色字体代表质谱鉴定出的Gn肽序列。

图 7 抗体的质谱检测

Fig. 7 Mass spectrometry for antibodies

2. 4. 3 特异性 IFA结果显示，9／10和C9抗体均可

与接种 SFTSV的Vero细胞特异性结合，产生荧光反

应，而未感染 SFTSV的Vero细胞对照未见荧光，表明

制备的单抗可特异性识别 SFTSV⁃Gn蛋白；同时，9／
10和 C9抗体在 2 μg／mL浓度下仍能产生荧光反

应，但在 0. 4 μg／mL浓度下未见荧光，可见 2株抗体

最低有效浓度约为2 μg／mL。见图8。
2. 5 细胞的病毒感染率 对不同 SFTSV感染剂量的

THP⁃1细胞，用C9抗体检测发现，未感染THP⁃1细胞，

可检测到约0. 02%的阳性细胞，而感染SFTSV的THP⁃1
细胞出现典型强阳性细胞集落，见图 9；0. 1 MOI的
感染率为0. 7%，1 MOI的感染率为4. 1%，多组间比较

差异有统计学意义（F = 12. 4，P < 0. 05），其中1 MOI的
感染率显著高于未感染细胞（t = 31. 3，P = 0. 003），

也显著高于 0. 1 MOI（t = 22. 9，P = 0. 01），但 0. 1 MOI
的感染率与未感染细胞相比差异无统计学意义（t =
32. 8，P = 0. 002），见图 10。表明 SFTSV感染率与感

染剂量呈正相关。

未感染细胞对照10 μg／mL 2 μg／mL 0. 4 μg／mL

9／10

C9

图8 9／10和C9抗体活性的 IFA（× 200）
Fig. 8 IFA detection for 9／10 and C9 antibody immunoreactivity（× 200）

A：以FSC和 SSC圈出淋巴细胞亚群图；B：以FSC⁃H圈出单个淋巴细胞亚群图；C ~ E：未感染以及 0. 1和 1 MOI SFTSV感染THP⁃1细胞流式

圈门图。

图 9 THP⁃1细胞感染 SFTSV的流式细胞术检测

Fig. 9 Flow cytometry detection of THP⁃1 cells infected with SFTSV
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图 10 不同感染剂量的阳性THP⁃1细胞比例

Fig. 10 Proportion of positive THP⁃1 cells with different in⁃
fection doses

3 讨 论

目前临床上尚无特异的有效抗SFTS药物及快速

诊断试剂，因此，开发简单、快速和敏感的检测试剂，

以及有效中和性抗体药物对SFTS的防控具有重要意

义。本研究通过流式分选筛选病毒特异性 B细胞，

经单细胞免疫组库测序获得潜在 SFTSV⁃Gn蛋白单

克隆抗体，最终获得2株抗体（C9和9／10）与SFTSV⁃
Gn均具有较高的结合力，且IFA、Western blot和流式细

胞术均证明其具有良好识别SFTSV的能力，为SFTSV
抗原检测试剂的开发奠定了基础。

抗体是治疗和预防新发或已知病毒感染的有效

药物［30］。在新型冠状病毒和裂谷热病毒的治疗中，

可显著减少患者住院时间及缓解病情，临床效果较

好［31⁃32］。而本研究未获得理想的中和抗体，除上述

原因，可能是由于仅用Gn蛋白钓取病毒特异性B细

胞，而忽略表达Gc蛋白的作用。尽管有文献报道利

用Gn蛋白获得中和活性抗体［33］，但建议可用Gn与
Gc的复合物从康复患者体内筛选中和抗体，且同一

种属的汉坦病毒多采用这一分选策略［34⁃35］。
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